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	УТВЕРЖДАЮ:

Председатель ФГБУ «Государственная комиссия Российской Федерации по испытанию и охране селекционных достижений»

                                 В.В. Шмаль

17.05.2012 г. №  12-06/88



МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ИСПЫТАНИЙ

НА ОТЛИЧИМОСТЬ, ОДНОРОДНОСТЬ И СТАБИЛЬНОСТЬ

СТЕВИЯ
(Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni)*
I. Общие рекомендации

Данная методика применима ко всем сортам Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni. Одновременно следует руководствоваться документом RTG/01/3 "Общее введение по испытанию на отличимость, однородность и стабильность и составлению описаний" от 22.07.2002 г. №12-06/52 (Официальный бюллетень Госкомиссии № 6, 2002 г.). 

II. Требуемый материал

1. На весь цикл испытания заявитель должен представить 60 растений с хорошо сформированными корнями.
2. Растительный материал должен быть визуально здоровым, с высокой силой роста, не иметь повреждений вредителями и поражений болезнями. Предпочтителен растительный материал, полученный не in vitro. 
3. Растительный материал не должен быть обработан ядохимикатами, если на то нет разрешения или требования Госкомиссии. Если обработка имела место, то необходимо дать её подробное описание.

4. Заявитель, высылающий растительный материал из другой страны, должен полностью соблюдать все таможенные правила. 

III. Проведение испытаний

1. Полевые опыты проводят в одном месте, в условиях, обеспечивающих нормальное развитие культуры, в течение двух вегетационных периодов. Если в данном месте не могут быть определены какие-либо важные признаки сорта, то он может быть испытан в дополнительном месте. 
2. Размер делянок должен быть таким, чтобы при отборе растений или их частей для измерений не наносилось ущерба наблюдениям, которые продолжают до конца вегетационного периода. Рекомендуемая площадь питания одного растения 0,06 м2. 
3. Как минимум каждое испытание должно включать 40 растений, разделенных на два повторения. Отдельные делянки для наблюдений и измерений могут быть использованы лишь в том случае, если они находятся в сходных климатических условиях.
4. Оцениваемый и похожий на него сорта высевают на смежных делянках. В опыте размещают и делянки эталонных сортов.

5. Для специальных целей могут быть назначены дополнительные испытания.

IV. Методы и наблюдения

1. Если не указано иное, все наблюдения должны быть проведены на 40 растениях или частях, взятых от каждого из 40 растений. Все другие наблюдения проводят на всех растениях в испытании.
2. Для оценки однородности вегетативно размножаемых сортов следует применять популяционный стандарт 1% при доверительной вероятности 95%, что соответствует 2 нетипичным растениям из 40 растений сорта. 

V. Группирование сортов

Испытываемые и похожие сорта реферативной коллекции должны быть разбиты на группы для облегчения оценки на отличимость. Для группировки используют такие признаки, которые, исходя из практического опыта, не варьируют или варьируют незначительно в пределах сорта, и их варьирование в пределах коллекции распределено равномерно. 

Рекомендуется использовать следующие признаки:

1) растение: плоидность (признак 1);

2) лист: форма (признак 10).
VI. Признаки и обозначения

Признаки, используемые для оценки отличимости, однородности и стабильности, и степени их выраженности приведены в таблице VII. Отметка (*) указывает на то, что данный признак следует отмечать каждый вегетационный период для оценки всех сортов и всегда включать в описание сорта за исключением случаев, когда степень выраженности предыдущего признака указывает на его отсутствие, или когда условия окружающей среды делают это невозможным. Отметка (+) означает, что описание признака сопровождают в методике дополнительными объяснениями и (или) иллюстрациями. 

Значениям выраженности признака присвоены индексы (1 - 9) для электронной обработки результатов. 

VII. Таблица признаков
	Признак
	Индекс
	Степень выраженности

	1.
(*)
	Растение: плоидность 
	2
	диплоид

	
	
	3
	триплоид

	
	
	4
	тетраплоид

	
	
	
	

	2.

(*)
(+)
	Растение: тип 
	1
	I

	
	
	2
	II

	
	
	3
	III

	
	
	4
	IV

	
	
	5
	V

	
	
	6
	VI

	
	
	
	

	
	
	
	

	3.

(+)
	Растение: высота 
	1
	очень низкое

	
	
	3
	низкое

	
	
	5
	средней высоты


	
	
	7
	высокое

	
	
	9
	очень высокое

	
	
	
	

	4.

(+)
	Растение: число первичных ветвей 
	1
	очень мало

	
	
	3
	мало

	
	
	5
	среднее число

	
	
	7
	много

	
	
	9
	очень много

	
	
	
	

	5.
(*)
(+)
	Семядоля: форма 
	1
	удлиненная

	
	
	2
	эллиптическая

	
	
	3
	округлая

	
	
	
	

	6.
(+)
	Главный стебель: толщина 
	3
	тонкий

	
	
	5
	средней толщины

	
	
	7
	толстый

	
	
	
	

	7.
(*)
	Главный стебель: антоциановая окраска 
	1
	отсутствует

	
	
	9
	имеется

	
	
	
	

	8.

(*)
	Главный стебель: опушение (во время вегетативной стадии)
	1
	отсутствует

	
	
	3
	слабое

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	сильное


	
	
	
	

	9.

(+)
	Главный стебель: число узлов 
	3
	мало

	
	
	5
	среднее число

	
	
	7
	много

	
	
	
	

	10.

(*)

(+)
	Лист: форма 
	1
	эллиптический

	
	
	2
	ромбовидный

	
	
	3
	обратнояйцевидный

	
	
	4
	яйцевидный

	
	
	5
	ланцетовидный

	
	
	
	

	11.

(+)
	Лист: размер 
	1
	очень мелкий

	
	
	3
	мелкий

	
	
	5
	среднего размера

	
	
	7
	крупный

	
	
	9
	очень крупный

	
	
	
	

	12.

(+)
	Лист: толщина 
	1
	очень тонкий

	
	
	3
	тонкий

	
	
	5
	средней толщины

	
	
	7
	толстый

	
	
	9
	очень толстый

	
	
	
	

	13.
	Лист: интенсивность зеленой окраски верхней стороны 
	1
	светлая

	
	
	2
	средняя

	
	
	3
	темная

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	14.

(*)

(+)
	Лист: надрезанность края 
	1
	отсутствует

	
	
	3
	мелкая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	глубокая

	
	
	9
	очень глубокая

	
	
	
	

	15.

(*)

(+)
	Главный стебель: опушение 
	1
	отсутствует

	
	
	3
	слабое

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	сильное

	
	
	
	

	16.

(+)
	Процент массы листьев 
	3
	низкий

	
	
	5
	средний

	
	
	7
	высокий

	
	
	
	

	17.
	Цветок: размер венчика во время полного цветения
	3
	мелкий

	
	
	5
	среднего размера

	
	
	7
	крупный

	
	
	
	

	18.

(*)
	Цветок: окраска центра венчика во время полного цветения
	1
	белый

	
	
	2
	светло-красновато-фиолетовый

	
	
	3
	красновато-фиолетовый

	
	
	
	

	19.

(*)

(+)
	Созревшая семянка: размер 
	3
	мелкая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	крупная

	
	
	
	

	20.

(*)
	Созревшая семянка: интенсивность коричневой окраски 
	3
	светлая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	темная

	
	
	
	

	21.

(*)

(+)
	Созревшая семянка: форма 
	3
	коротковеретеновидная

	
	
	5
	веретеновидная

	
	
	7
	удлиненно-веретеновидная

	
	
	
	

	22.

(*)
	Масса 1000 созревших семянок
	3
	низкая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	высокая

	
	
	
	

	23.

(+)
	Растение: сила роста
	3
	слаборослое

	
	
	5
	среднерослое

	
	
	7
	сильнорослое

	
	
	
	

	24.
	Время начала формирования цветковых почек
	1
	очень раннее

	
	
	3
	раннее

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	позднее

	
	
	9
	очень позднее

	
	
	
	

	25.
	Время начала цветения
	1
	очень раннее

	
	
	3
	раннее

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	позднее

	
	
	9
	очень позднее

	
	
	
	

	26.

(+)
	Время появления поросли 
	3
	раннее

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	позднее

	
	
	
	

	27.

(*)

(+)
	Побеги: число 
	3
	мало

	
	
	5
	среднее число

	
	
	7
	много

	
	
	
	

	28.

(*)

(+)
	Процент отрастания 
	3
	низкий

	
	
	5
	средний

	
	
	7
	высокий

	
	
	9
	очень высокий

	
	
	
	

	29.
	Ветвление (рост и развитие ветвей)
	3
	слабое

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	сильное

	
	
	
	

	30.

(*)

(+)
	Период прорастания 
	3
	короткий

	
	
	5
	средний

	
	
	7
	длительный

	
	
	
	

	31.
	Период роста 
	3
	короткий

	
	
	5
	средний

	
	
	7
	длительный

	
	
	
	

	32.

(+)
	Способность к перезимовке 
	3
	низкая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	высокая

	
	
	9
	очень высокая

	
	
	
	

	33.

(*)

(+)
	Способность к сохранению корней (зимой)
	3
	плохая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	хорошая

	
	
	
	

	34.

(*)

(+)
	Способность к вегетативному размножению 
	3
	низкая

	
	
	5
	средняя

	
	
	7
	высокая

	
	
	9
	очень высокая

	
	
	
	

	35.

(*)
	Сбрасывание листьев (во время сбора урожая)
	1
	очень легкое

	
	
	3
	легкое

	
	
	5
	среднее

	
	
	7
	трудное

	
	
	9
	очень трудное

	
	
	
	

	36.

(+)
	Содержание стевиозидных гликозидов (стевиозидного комплекса) 
	1
	очень мало

	
	
	3
	мало

	
	
	5
	среднее количество

	
	
	7
	много

	
	
	9
	очень много

	
	
	
	

	37.

(*)

(+)
	Содержание stevioside 
	1
	очень мало

	
	
	3
	мало

	
	
	5
	среднее количество

	
	
	7
	много

	
	
	9
	очень много

	
	
	
	

	38.

(*)

(+)
	Содержание rebaudiosides А 
	1
	отсутствует

	
	
	2
	очень мало

	
	
	3
	мало

	
	
	4
	среднее количество

	
	
	5
	много

	
	
	6
	очень много

	
	
	
	

	39.

(*)

(+)
	Качество сладкости 
	1
	отсутствует

	
	
	2
	очень мало

	
	
	3
	мало

	
	
	4
	среднее количество

	
	
	5
	много

	
	
	6
	очень много

	
	
	
	

	40.

(*)

(+)
	Уровень урожая сухих листьев 
	3
	низкий

	
	
	5
	средний

	
	
	7
	высокий

	
	
	
	


VIII. Объяснения и методы проведения учетов

К 2. Растение: тип

Отмечают форму первичных ветвей и стебель в начальной стадии цветения в год посадки.
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К 3. Растение: высота
Определяют от уровня земли до верхушки в начальной стадии цветения в год посадки. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, см:

	степень выраженности


	высота
	индекс

	очень низкое
	менее 100
	1

	низкое
	100…120
	3

	средней высоты
	120…140
	5

	высокое
	140…160
	7

	очень высокое
	более 160
	9

	
	
	


К 4. Растение: число первичных ветвей
Подсчитывают общее число ветвей, отходящих от основного стебля, с 10 и более листьями в начальной стадии цветения в год посадки. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, шт.:

	степень выраженности


	число
	индекс

	мало
	менее 20
	3

	от малого до среднего
	20…<30
	4

	среднее число
	30…40
	5

	много
	40…50
	7

	очень много
	более 50
	9

	
	
	


К 5. Семядоля: форма 

Наблюдения проводят на полностью развитых семядольных листьях.
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К 6. Главный стебель: толщина


Оценивают диаметр основания главного стебля в начальной стадии цветения в год посадки. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, мм:

	степень выраженности


	толщина
	индекс

	тонкий
	менее 10
	3

	средней толщины
	10-20
	5

	толстый
	более 20
	7

	
	
	


К 9. Главный стебель: число узлов
Подсчитывают в начальной стадии цветения в год посадки. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, шт.:

	степень выраженности


	число
	индекс

	мало
	менее 10
	3

	среднее число
	10-25
	5

	много
	более 25
	7

	
	
	


К 10. Лист: форма

Определяют по самой длинной листовой пластинке главного стебля во время вегетативной стадии.
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К 11 и 12. Лист: размер (11) и толщина (12)


Определяют размер и толщину самой длинной листовой пластинки главного стебля во время вегетативной стадии. 
К 14. Лист: надрезанность края


Оценивают глубину зубчатости самого длинного листа главного стебля во время окончания вегетативной стадии. 
К 15. Главный стебель: опушение


Оценивают во время вегетативной стадии. 

К 16. Процент массы листьев
Определяют по отношению сухой массы листьев к общей сухой массе растения в начальной стадии цветения в год посадки (сушить при температуре 60ºС в течение 72 часов при вентиляции). Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, %:

	степень выраженности


	процент
	индекс

	низкий
	менее 20
	3

	средний процент
	20-30
	5

	высокий
	более 30
	7

	
	
	


К 19. Созревшая семянка: размер


Оценивают по 20 созревшим семянкам, учитывая длину и ширину в мм2.
К 21. Созревшая семянка: форма
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К 23. Растение: сила роста


Оценивают в первые две недели после посадки растений.
К 26. Время появления поросли 

Отмечают, когда на 40-50% перезимовавших корней появилась поросль.
К 27. Побеги: число


Оценивают весной первого и второго года выращивания.
К 28. Процент отрастания
Определяют после снятия первого урожая по отношению числа отросших растений к общему числу растений. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, %:
	степень выраженности


	процент
	индекс

	низкий
	менее 55
	3

	средний процент
	55…70
	5

	высокий
	70…85
	7

	очень высокий
	более 85
	9

	
	
	


К 30. Период прорастания
Оценивают при температуре 20º С, когда появляется 40-50% проростков. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, день.

	степень выраженности


	день
	индекс

	короткий
	менее 4
	3

	средний 
	4-7
	5

	длительный
	более 7
	7

	
	
	


К 31. Период роста
Оценивают по числу дней до начала цветения от посадки в поле. 

К 32. Способность к перезимовке 
Оценивают по отношению числа перезимовавших растений в естественных условиях весной к общему числу растений осенью. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, %:
	степень выраженности


	процент
	индекс

	низкая
	менее 55
	3

	средняя
	55…70
	5

	высокая
	70…85
	7

	очень высокая
	более 85
	9

	
	
	


К 33. Способность к сохранению корней (зимой) 
Оценивают по отросшим корням.
К 34. Способность к вегетативному размножению 
Определяют по отношению числа укоренившихся верхушечных почек к числу срезанных. Состояние выраженности признака соответствует следующим средним значениям, %:

	степень выраженности


	процент
	индекс

	низкая
	менее 25
	3

	средняя
	25…50
	5

	высокая
	50…75
	7

	очень высокая
	более 75
	9

	
	
	


К 36. Содержание стевиозидных гликозидов (стевиозидного комплекса)
Листья сушат при температуре 60º С 24 часа, для разгонки используют HPLC (жидкостная хроматография высокого давления). Определяют общее количество стевиозидных гликозидов, содержащих stevioside, rebaudiosides и dulcosides в сухих листьях, %.
	степень выраженности


	процент
	индекс

	очень мало
	менее 8
	

	мало
	8…12
	3

	среднее количество
	12…16
	5

	много
	16…20
	7

	очень много
	более 20
	9

	
	
	


К 37. Содержание stevioside
Определяют общее количество stevioside в сухих листьях, %. 
	степень выраженности


	процент
	индекс

	очень мало
	менее 6
	

	мало
	6…9
	3

	среднее количество
	9…12
	5

	много
	12…15
	7

	очень много
	более 15
	9

	
	
	


К 38. Содержание rebaudiosides А
Определяют общее количество rebaudiosides А в сухих листьях, %. 
	степень выраженности


	процент
	индекс

	отсутствует
	0
	1

	очень мало
	менее 2
	2

	мало
	2…4
	3

	среднее количество
	4…6
	4

	много
	6…8
	5

	очень много
	более 8
	6

	
	
	


К 39. Качество сладкости 
Определяют сенсорным методом (величина горечи, терпкости и послевкусия) в свежих и сухих листьях. Листья сушат при температуре 60º С 24 часа.

К 40. Уровень урожая сухих листьев
Определяют по отношению массы высушенных на воздухе листьев (содержание воды 10%) к массе свежих листьев, %.
* Использована национальная методика по проведению испытания на ООС Японии. Оригинал на японском и английском языке получен 04.03.2009 г. из Plant Variety Protection Office, Intellectual Property Division, MAFF, Japan





